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Chem. Ber. 104, 3854-3958 (1971) 

Erich Wunsch, Gerhard Wendlberger und Reinhard Spangenberg 

Zur Synthese des Sekretins, IV1) 

Darstellung der Sequenz 1 - 6 
Aus dem Max-Planck-Institut fur EiweiB- und Lederforschung, Abteilung fur Peptidchemie, 
Miinchen 

(Eingegangen am 30. August 1971) 

Die Synthese von Na.Nim-Bis-adamantyloxycarbonyl-L-histidyl-O-tert.-butyl-L-seryl-L-aspa- 
ragyl(~-tert.-butylester)-glycyl-O-tert.-butyl-~-threonyl-~-phenylalanin, eines zur Synthese des 
Sekretins vorgesehenen Fragments mit der Aminosiiuresequenz I -6 des Hormons wird 
beschrieben. 

The Synthesis of Secretin, IV') 
Preparation of the Sequence 1-6 

The synthesis of Na.Nim-bis(adamanty1oxycarbonyl)-L-histidyl-O-terr-butyl-L-seryl-L-aspar- 
tyl(~-tert-butylester)-glycyl-O-~erf-b~~tyl-L-threonyl-L-phenylalanine is described, a fragment 
corresponding to the amino acid sequence 1-6 of secretin and applicable for further synthesis 
of this hormone. 

rn 
In drei vorausgehenden Mitteilungen 1-3) haben wir uber die Synthese der Selcretin- 

teilsequenzen 18 -27 (= Fragment I), 12 -27 (= Fragment 11) bzw. 7 - 11 (= Frag- 
ment 111) berichtet; nach Vereinigung von Fragment 11 und I11 zum N-Acyl-eikosa- 
peptid-amid und dessen Entacylierung zur ,,aminofreien Form" (= Fragment IV) 
sollte letztlich die Aufknupfung einer geeigneten N- und seitenketten-geschiitzten 
Teilsequenz 1-6 (= Fragment V) auf dieses Teilstuck 7-27 zur Erstellung der Ge- 
samtsequenz fiihren. 

Die Synthese von Fragment V wurde im iiblichen stufenweisen Anbauverfahren 
(vgl. Schema) ausgehend von Phenylalanin-methylester [6] mit Hilfe von 2-Thr(tBu)- 
OSU [5]4), Z-Gly-OSU [4]5), Z-Asp(0tBu)-OSU [3]6), 2-Ser(tBu)-OSU [2]4) und 
letzten Endes AdOC-His(Ad0C)-OSU [1]7) durchgefiihrt, wobei ab der Dipeptid- 
stufe auf einen VeresterungsschutL der cc-Carboxylfunktion verzichtet wurde : AdOC- 
His(Ad0C)-Ser(tBu)-Asp(0tBu)-Gly-Thr(tBu)-Phe-OH [l-61 konnte in chromato- 
graphisch und analytisch reiner Form in uber 40proz. Ausbeute (berechnet auf 
H-Phe-OMe [6] als Startmaterial) erstellt werden. 

1) 111. Mitteil.: E. Wunsch und P. Tharnrn, Chem. Ber. 104, 2454 (1971). 
2 )  11. Mitteil.: E. Wunsch, G. Wendlberger und P. Tharnm, Chem. Ber. 104, 2445 (1971). 
3) I. Mitteil.: E. Wunsch, G. Wendlberger und A. Hogel, Chem. Ber. 104, 2430 (1971). 
4, E. Wiinsch, A. Zwick und A. Fontnna, Chem. Ber. 101, 326 (1968). 
5 )  C .  W. Anderson, J. E. Zirnmermann und F. M .  Culluhan, J. Amer. chem. Soc. 86, 1839 

6) E. Wiinsch und A. Zwick, Chem. Ber. 99, 105 (1966). 
7 )  E. Wunsch, A. Zwick und E. Jaeger, Chem. Ber. 101, 336 (1968). 

(1964). 
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Den Farhwerkcn Hoechst AG sind wir wiederum fur umfangreiche finanzielle und materielle 
Unterstiitzung zu hohem Dank verpflichtet. Ebenfalls danken wir der Deritschen Forsrhungs- 
gemeinschaff fur eine Beihilfe im Rahmcn des Schwcrpunktprogranims ,,Synthese makro- 
molekularer Naturstoffc". 

Den Herren Otto Krnus und Jiirgen Musiol sind wir fur vorbildliche technische Mitarbeit 
zu Dank verpflichtet; unser Dank gebdhrt ferner Fraulein Regine Schurf fur die Ausfuhrung 
der Am~nosaureanalysen und Herrn Wifhelm Beck (Leiter des mikroanalytischen Labors der 
Abteilung) fur die Ausfuhrung der Plemeiitaranalysen. 

Beschreibung der Versuche 
Die angegcbenen Schmelzpunkte sind nicht korrigiert; sie wurden in offenen Kapillaren 

im Apparat nach Dr.Tottoli bzw. im Gerdt ,,Mettler FP I "  bestimmt. Die spezifischen 
Drehwerte wurden im lichtelektrischen Polarimeter dcr Fa. Zeiss ermittelt, die Werte der 
D-Linie berechnet. Der chromatographische Reinhcitstest der Zwischen- und Endprodukte 
erfolgte nach den ublichen Verfabren der Dunnschicht- bzw. Papierchromatographie jeweils 
mindestens mit zwci Losungsmittelsystemen. Die Ausfuhrung der Aminosaureanalyse 
geschah nach der Methode von Stein und Moore (Beckman 120 B rnit Digital-lntegraph). 

I. Renzyloxycurhonyl- 0-tert.-hutyl- I.-threonyl- .c-phenvlulmin-dic~ clohexylumn2unircrrr-Salz 

a) 170 g H-Phe-OMe. HCI [6] und 151 g N-Methyl-morpholin in 1500 ccm abral. Tetra- 
hydrofuran werden bei 0" mit 305 g Z-Thr(tBu)-OSU versetzt; die Rcaktionmischung 
ruhrt man 2 Stdn. bei 0" und anschlieBend uber Nacht bei Raumtemp. Nach h t f e rnung  de3 
Losungsmittels I. Vak, wird der erhaltene Ruckstand zwischen Essigester und Wasser verteilt, 
die abgetrennte organische Phase wie ublich mit verd. Citronenslure- odcr Kaliumhydrogen- 
sulfatlowng8), Wasser und letzthch Kaliumhydrogencarhonatlosung gewaschen, uber 
Natriumsulfat getrocknet und schliefllich i.Vak. eingedampft: farbloses 01. Ausb. 352 g 
(quantitativ an 2-ThrltBul-Phe-OMe [5-6a]). 

b) 352 g Z-Thr(tBu)-Phe-OMe [ M a ]  - nach a) crhaltenes oliges Rohprodukt - in 
1000 ccm l>ioxan/Wasser (7 : 3) werden wie iiblich ,,titrimetrisch verseift". Der rnit verd. 
Schwefelsaure neutralisierte Reaktionsansatz wird I .  Vak. zur Entfernung dcs Dioxans auf 
ca. 300 ccm eingedampft und nach Uberschichten rnit 500 ccm Diathylathcr rnit 2n HzS04 auf 
pH 1.5 angesauert. Die abgetrennte Atherphase, vereinigt mit zwei weiteren Atherauszugen 
der verbliebenen waflrigen Losung, wird sulfatfrei gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet 
und danach mit I35 g Dicyclohexylunzin versetzt: die entstandene Fallung wird ahfiltriert 
undi. Hochvak. bei 50" getrocknet: Schmp. 117- 119": [cclzd): + 46.1 L I" bzw. [a]:O,,: -t 55.0" 
(c  =. 1 ; in Athanol). Chromatographisch rein in Heptanln-Butanol/Eisessig (5  : 1 : 1). Ausb. 
392 g (SOX). 

[5-6b*DCHA] 

(C~H,,)ZNH~]C~~H~~N~O~ (637.9) Rer. C 69.67 H 8.69 ru' 6.59 0 15.05 
Gef. C 69.78 H 8.72 N 6.42 0 15.15 

2. O-tert.-Butyl-~-threonyl-r-phenyl~il~inin [5-6c]: 385 g Z-Thr(tBu)-Plie-OH.DCHA 
[5-6b 4 DCHA] werden wie ublich mit Kaliumhydrogensulfatlowngs) zenetzt und auf- 
gearbeitet; das erhaltene olige 2-Thr(tBu)-Phe-OH [5-6b] in 3000 ccm 80pror. Methanol 
wird sofort der katalytischen Hydrogenolyse (Palladiumschwarz) unterworfen. Das Filtrat 
vom Katalysator wird i. Vak. eingedampft, der erhaltene Ruckstand aus Methanol/Wasser 
umkristallisiert. Fur das luftgetrocknete Material: [a]&": t48.4 i 1' bzw. [a]:: : t59.1" 

8) E. Winsch, R .  Spangenberg und P. Thnmm, Hoppe-Scyler's Z .  physiol. Chem. 352, 655 
(1971). 
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(c : 1 ; in 80proz. Essigsaure). Chromatographisch rein in n-Butanol/€isessig] Waqser 
(6 : 2 : 2). Ausb. I86 g (96 :/,,.,). 

C17H26N204.1/2 H2O (331 4) Ber C 61.51 H 8.21 N 8.45 Gef C 61.19 H 8.00 N 8.35 

3. Glycvl-0-tert.-hutyl- L-threonpl- I -phenylulnnin [4-6b] 

a) 183 g H-ThritBul-Phr-OH [5-6c] und I11 g N-Methyl-morpholin in 1000 ccm absol. 
Tetrahydrofuran werden bei 0 mit 185 g Z-Glj-OSU 14151 versetzt; die Reaktionsmischung 
wird bei 0" geruhrt, bis dunnschichtchromatographlsch der Verbrauch an Aminokomponente 
ermittelt war (ca. 20 Stdn ) Nicht umgesetztes Z-Gly-OSU wird durch Reakhon mit 2 Aquivv. 
N-[2-Amino-athyl]-piperazin, berechnet auf den eingesetzteii UbcrschuB an Aktivester, in das 
Piperaid ubergefuhrt (Reaktionszeit 2 ~ 3 Stdn. bei Raumtemp.). 

Das Reaktionsgemisch wird schheBlich I. Vak. eingedampft, der Ruckstand zwischen 
Essigester und verd. Kaliumhydrogensulfatlosung verteilt; die abgetrennte organische Phase 
wird sorgfaltig nut Wasser gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und i.Vak. eingedampft: 
01, Ausb. 282 5 g (quantitativ berechnet fur  2-Giy-ThritBul-Phe-OH [4-6a]). 

nach a) erhaltenes bliges Rohprodukt - in 
3000 ccm 85 proz. Methanol werden wie hbllch hydrogenolytisch entacyliert und aufgearbeitet. 
Nach Umkristalhs~eren aus Wasser: farblose Nadeln vom Schmp. 209" (Zers.); [.]go: $34.8 
2 0.5" bzw. [a]:$: 1 41.35' (c = 1.4; in l0proz. Essigsaure); chromatographisch rein in 
n-Butanol/Eiscssig/Wasser ( 6 .  2 .  2); Ausb. 196 g (89%). 

C19H29N305.H20 (397.5) Ber. C 57.41 H 7.86 N 10.57 0 24.15 
Gef. C 57.40 M 8.09 N 10.67 0 24.16 

b) 282.5 g Z-GIj-Thr(tEu)-Phe-OH [4-6a] 

4. L-Asparagylifl-tcrt -but~lestrr)-~lycvl-O-tert.-hirtyl-L-threon~l-L-phen~lulunin [3-6bl 

a) 39.7 g H-Gly-ThrilBN)-Phe-ON [4-6b] und 20 g N-Methyl-morpholin in 500 ccm 
Dimethylformamid werden bei 0' mit 44 g Z-Aspi OtBii)-OSU [ 3 ] 6 ) ,  wie unter 3a) beschrieben, 
umgesetzt und aufgearbeitet: 0 1 .  Ausb. 61.5 g (ca. 907:, berechnet fur Z-AspiOtBuJ-Gly- 
ThritBul -Phe-OH [3-6a]). 

- nach a) erhaltenes oliges Roh- 
produkt - i n  500 ccm 8Oproz. Methanol werden wie ublich der katalytischen Hydrogenolyse 
unterworfen und aufgearbeitet. Nach Umkristallisieren au5 Methanol/Wasser : farblose 
Nadelchen von [cr]hO: 146.2 j 0.5" bzw. [cc]::,: +55.0' (c - 1.4, in 80proz. Essigsaure); 
chromatographisch rein in Isoamylalkohol/Pyridin/Wasqer (35 : 35 . 30). Ausb. 47 g (Cd. 90%). 
C~7H42N408.2 H 2 0  (586 7) Ber. C 55.28 H 7 90 N 9.54 Gef. C 55.63 H 7.95 N 9.47 

5. Benzyloxpcurboti~1-O-tert.-hutyl-r-seryl-~-nspurug~lifl-tert.-huty1esterJ-gl.vcyl-O-trrf.-bu- 
t?I-r-threunvl-r-phenilalanin [2-6a]: 41 g H-Asp(0tBu)-Glv-ThritBu)-Phe-OH [3-6b] und 
14 g N-Methyl-morpholin in 350 ccin Dimcthylformamid werden, wie unter 3a) beschrieben, 
mit 30 g Z-Ser(tEuJ-OSU [2]4) umgesetzt und aufgedrbeltet. Farblose Kristalle aus Diathyl- 
ather: Schmp. 101 ~ 103"; [X I? .  t 28.4 I" bzw. [a]:",: 32.9' (c - 1 : in Athanol); chromato- 
graphisch rein in Cyclohexan/Chloroform/Eisessig (45 : 45 : 10). Ausb, 56 g (79%). 

C42H61N5012-H20 (846.0) Ber. C 59.63 H 7.51 N 8.28 Gef. C 59.60 H 7.51 N 8.17 

6. O-ter t . -Rut~~l-r -ser~~l-~-aspamag~~l i~- ter t . -buty les ter ) -g lyc j l -O- ter t . -h~s ty l -~- ihreonyl -~-  
phenjlalanin [2-6b]: 55 g Z-Ser(tBit)-Asp(OtEu)-Gly-Thr(tBu)-Phe-OH [2-6a] in 500 ccm 
80proz. Methanol werden wie ublich katalytisch hydrogenolysiert und aufgearbeitet. Farb- 
loses fulver von [a]?. $28.4 i I" bzw. [ c L ] ~ O ~ ~ :  +33.0" (c I ;  in 80proz. Essigsaure); 
chromatographisch rein in n-ButanoliEisessiglWasser (6 : 2 : 2). Ausb. 46 g (97 %). 

b) 61.5 g Z-AspiOtBrr)-GI~~-ThritBu)-Phe-OH [3-6a] 

C~H55N5010 .2  H20 (729.9) Ber. C 55.95 H 8.15 N 9.59 0 26.30 
Gef. C 55.97 H 8.22 N 9.51 0 26.71 
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7. Na.Nim-Bis-adamantyloxycarbonyl-z,-histidyl-O-tert.-butyl-L-ser~~l-L-rrsparag,yl(~-tert.- 
butylesierer)-glycyl-O-ieri.-butyl-~-th~eon~~l-~-pheaylalnnin [ 1-61 : 5.48 g H-Serjt3u)-Asp (0tEzi)-  
Gly-Thr(tEu)-Phe-OH [2-6b] und 1.65 ccm N-Methyl-morpholin in 100 ccm Dimethyl- 
formamid werden bei -5" mit 7 g AdOC-HisiAdOC)-OSU [1]7) versetzt. Die Reaktions- 
losung wird 24 Stdn. bei 0" und weitere 6 Stdn. bei Raumtemp. geriihrt und schliel3lich i.Vak. 
eingedampft. Der erhaltene Riickstand wird zwischen Essigsiureester und Kaliumhydrogen- 
sulfatlosung verteilt und die abgetrennte organische Phase wie iiblich aufgearbeitet. Das 
erhaltene Material wird aus Essigester/Diathylather oder Aceton/Diathylather umgefallt. 
Schmp. 140-145" (Zers.); [d~]&~: +19.9 f 1" bzw. [XI::,: 1 2 3 . 3 "  (c  = 1 ;  in Methanol) 
oder [ c c ] ~ :  +21.1 & 1' bzw. [XI&: -+25.1" (c  =. 1 ;  in Athanol); chromatographisch rein in 
n-Butanol/Eisessig/Wasscr (6 : 2 : 2). Ausb. 8.3 g (93 %). 

C62H90N8015.1/2 H20 ( 1  196.5) Ber. C 62.24 H 7.67 N 9.36 0 20.73 
Gef. C 62.23 H 7.83 N 9.35 0 20.67 

Aminosaureanalyse: His Ser Asp Gly Thr Phe 
Ber. 1 1 1 I 1 1 
Gef. 1.00 0.99 1.02 0.98 1.01 1.01 

[344/71] 


